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摘要 : 基质 金属 蛋 日 酶 (matrix metalloproteinases, MMPs) 家 族 是 一 类 和 蛋白 水 解 酶 , 能 够 降解 基底 膜 和 细胞 外 基质 中 大 
部 分 蛋白 质 。 为 了 研究 MMPs 对 家 到 Bombyx mori 基本 生理 功能 的 影响 , 本 文 利用 RACE 和 RT-PCR 方法 , 首次 从 家 
看 肾 中 克隆 了 一 个 MMP 基因 的 全 长 cDNA, 命名 为 Bm-MMP。 序 列 分 析 表 明 , Bm-MMP 的 mRNA 存在 两 个 选择 性 前 
切 变 体 , 分 别 命 名 为 Bm-MMP-V1 和 Bm-MMP-V2。 其 中 Bm-MMP-V1 cDNA 全 长 为 2 257 bp, 包含 一 个 1 686 bp 的 开 
放 阅 读 框 , 编码 561 个 氨基 酸 , 预测 和 蛋 日 质 分 子 量 约 为 62.3 kD; Bm-MMP-V2 cDNA 全 长 为 2 188 bp。 同 源 性 分 析 表 
HH, Bm-MMP-V1 和 Bm-MMP-V2 的 氨基 酸 序列 与 蜡 央 Galleria mellonella 的 Gm1-MMP 的 氨基 酸 序列 同 源 性 最 高 ， 

为 88.8% ;与 黑 腹 果 晶 Drosophila melanogaster 的 Dm1-MMP 的 氮 基 酸 序列 同 源 性 ,分 别 为 61.2% 和 64.3% 。 将 Bm- 
MMP-VI 的 编码 区 连接 到 表达 载体 pET28a( +) E, 并 在 大 肠 杆 菌 BL21 中 进行 原核 表达 , SDS-PAGE 和 Western blot 
分 析 结 采 表 明 , 带 有 6 x His 标签 的 融合 蛋 日 被 成 功 表达 。 半 定量 RT-PCR 分 析 表 明 , Bm-MMP-VI 和 Bm-MMP-V2 在 
4 RRE AE IEA 36 及 48 h、 预 晴 中 的 表达 量 比 5 龄 中 食 期 与 化 晴 后 的 表达 量 高 ,推测 该 基因 与 家 和 蛋 幼 虫 赔 上 
变态 有 关 ;LPS 诱导 5 龄 3 d 的 幼虫 , 其 Bm-MMP-V1 和 Bm-MMP-V2 在 血液 中 的 表达 量 升 高 , 推测 Bm-MMP 可 能 与 
免疫 相关 。 本 人 研究 为 进一步 研究 Bm-MMP 在 家 看 体内 的 作用 机 制 英 定 了 基础 。 
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Cloning, sequence analysis and expression of a matrix metalloproteinase 


gene( Bm-MMP )in the silkworm, Bombyx mori 
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Medicine and Biological Sciences, Soochow University, Suzhou, Jiangsu 215123, China; 2. Institute of 
Sericulture, Soochow University, Suzhou, Jiangsu 215123, China) 

Abstract: Matrix metalloproteinases (MMPs), a family of proteolytic enzymes, are involved in the 
degradation of extracellular matrix and/or basement membrane protein components. To study the essential 
function of MMPs in Bombyx mori, the full-length cDNA of Bm-MMP gene( Bm-MMP) was obtained with 
RACE and RT-PCR methods. Two alternative splice variants of Bm-MMP (Bm-MMP-VI1 and Bm-MMP- 
V2) were obtained. The full-length cDNA of Bm-MMP-VI is 2 257 bp, containing a 1 686 bp open reading 
frame , which encodes 561 amino acid residues, with calculated molecular mass of 62.3 kD. The full-length 
cDNA of Bm-MMP-V2 is 2 188 bp. The deduced amino acid sequences of Bm-MMP-V1 and Bm-MMP-V2 
share the same high similarity (88.8% ) with sequences of Gm1-MMP in Galleria mellonella, and their 
identities with Dm1-MMP in Drosophila melanogaster are 61.2% and 64.3% , respectively. The Bm-MMP- 
VI was then constructed into vector pET28a( + ) for prokaryotic expression. The results of SDS-PAGE and 
Western blot analysis indicated that a 62 kD protein with 6 x His-tag was expressed in Escherichia coli 
BL21. The RT-PCR assay showed that the Bm-MMP was highly expressed in 4th-instar moulting larvae, 
mature larvae, 36 and 48 h of mounted silkworms, and prepupae. It is supposed that Bm-MMP is relative to 
the molting and metamorphosis. In addition, we found that LPS challenge induces a higher expression of 
Bm-MMP in hemocytes. The results suggest that Bm-MMP may be involved in the process of immunity. The 


successful cloning and expression of Bm-MMP provide a basis for the further study on its function. 
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基质 金属 重 日 酶 (MMPs ) 是 高 度 保 守 的 依赖 于 
Zn “的 内 切 蛋 白水 解 酶 家 族 , 可 降解 基底 膜 和 细胞 
外 基质 中 大 部 分 和 蛋白质 ( Nagase and Woessner, 
1999 ; Bode and Maskos, 2003 ) 。 目 前 已 知人 类 中 有 
20 多 种 MMPs, 根据 其 氨基 酸 序列 、 底 物 特 寞 性 及 
在 细胞 中 表达 的 部 位 不 同 可 以 分 为 5 类 : 胶原 生日 
酶 、 间 质 溶解 系 、 明 胶 酶 、 腊 型 MMPs( MT-MMPs ) 及 
其 他 MMPs ( Park et al., 2000; Uría and López-Otín , 
2000). MMPs 的 结构 一 般 包 括 以 下 5 个 部 分 : 信号 
上 肽 足 水 区 、 前 肽 区 、 众 化 区 、 贸 链 区 和 类 血红 素 结 合 
重 日 区 。 此 外 ，MT-MMPs 的 末端 存在 跨 膜 区。 其 
中 酶 催化 活性 区 和 前 肽 区 具有 高 度 保守 性 。 

这 些 和 蛋 日 水 解 酶 在 维持 状 椎 动物 的 正常 生理 功 
能 中 起 重要 作用 , 例如 胚胎 发 育 `、 血管 发 生 、 伤 口 愈 
合 等 (Lund et al., 1999; Nagase and Woessner, 
1999), SAI, MMPs 的 异常 表达 能 够 引起 多 种 病 
理 过 程 如 动脉 粥 样 便 化 (Halpert et al., 1996)、 类 风 
WEKT (Konttinen et al., 1999) 神经 上 的 疾病 
(Yong et al., 1998 ) fit jeg 13 22 F FE $ ( MacDougall 
and Matrisian, 1995) 4, MMPs 能 在 人 类 的 这 些 正 
常生 理 活动 及 多 种 病理 过 程 中 表达 ,因此 其 功能 的 
研究 备 受 人 们 的 关注 。 然 而 哺乳 动物 中 的 MMPs 种 
类 繁多 、 关 系 复杂 ,而 且 它 们 在 体内 相互 影响 难以 
研究 , 因此 除了 哺乳 劲 物 ， 人 们 开始 从 无 状 椎 动物 
中 研究 MMPs 的 生理 机 能 ， 如 非洲 爪 蛙 Xenopus 
laevis (Stolow et al., 1996; Yang et al., 1997) 海胆 
Strongylocentrotus purpuratus ( Lepage and Gache, 
1990) Fit Batt Ze Caenorhabditis elegans ( Wada et 
al., 1998) 7k48 Hydra (Leontovich et al., 2000). 
腹 果 量 Drosophila melanogaster ( Llano et al., 2000 ) 
MIER Galleria mellonella( Griesch et al., 2000 ) 等 。 
Ep, 黑 腹 果 蝇 的 MMPs 参与 组 织 解体 .气管 生长 、 
组 织 转移 、 轴 突 导 向 和 树 突 重 塑 ( Llano et al., 2002 ; 
Page-McCaw et al., 2003 ) Ac HIR tE ( Beaucher 
et al., 2007) Si #2; SAS AY) Gml-MMP 既 参 与 变态 
过 程 中 的 组 织 重 构 , 同时 也 与 先天 性 免疫 应 答 有 关 
(Altincicek and Vilcinskas, 2008 ) 。 

自家 看 Bombyx mori 基因 组 测序 完成 后 (Xia et 
al.，2004 ) ,家 看 成 为 昆虫 研究 的 重要 模式 生物 。 
家 看 的 发 育 过 程 属于 完全 变态 发 育 , 在 整个 发 育 过 
程 中 体内 会 发 生 剧烈 的 变化 , 伴随 着 各 种 组 织 重 构 


时 多 种 蛋 日 质 的 降解 , 推测 MMPs 可 能 参与 该 过 程 
中 的 蛋 日 质 降解 。 目 前 ,家 笃 中 有 关 MMPs 的 研究 
还 没有 任何 报 过 。 本 研究 首次 从 家 答 晴 中 克隆 了 家 
恒基 质 金属 生日 酶 基因 (Bm-MMP) 全 长 cDNA, 分 
析 了 其 基因 序列 的 结构 特征 ,并 研究 了 Bm-MMP 
在 不 同 发 育 阶段 及 免疫 刺激 后 的 表达 情况 ,对 其 在 
家 乍 中 可 能 的 功能 进行 了 初步 研究 。 


1 材料 与 方法 


1.1 试 虫 

家 看 为 大 造 品 种 , 由 本 实验 室 保 存 , 在 25°C AR 
件 下 人 工 饲 料 饲养 。 取 4 RRES RERS 龄 第 
1 天 至 第 6 天 幼虫 .5 龄 第 7 RAR IE 12, 24, 
36 和 48 h 毛 脚 在 、 预 肾 以 及 化 晴 后 第 2 天 和 第 3 天 
WS, 液 扼 速冻 后 于 -80Y 保存 备用 。 
1.2 主要 材料 与 试剂 

KTA TOP10 fa A BL21 菌 ， 为 本 实验 室 
保存 。 

主要 试剂 : RNAiso Reagent 总 RNA 抽 提 试剂 
盒 、S$'-Full Race Kit, M-MLV 反 转 录 n RNase 
Inhibitor, Ex Taq 酶 、 pMD19-T vector, DNA Ladder 
Marker 购 自 宝生 物 工程 (大 连 ) 有 限 公 司 ，Mouse 
Anti-His Tag Monoclonal Antibody、 Goat Anti-Mouse 
IgG (H+L)-HRP 购 自 中 科 类 沐 生 物 科 技 有 限 公 
司 , 质粒 抽 提 试剂 盒 和 族 胶 回收 试剂 盒 为 上 海牛 能 
博彩 生物 科技 有 限 公 司 产品 。 
1.3 方法 
1.3.1 ARAM RNA 的 提取 和 第 一 链 cDNA HE 
W: 用 RNAiso reagent, 将 家 看 各 发 育 时 期 的 个 体 及 
血液 样品 参照 宝生 物 公司 试剂 盒 说 明 提 取 总 RNA, 

第 一 链 cDNA 合成 反应 50 pL 体系 包括 : 总 
RNA 1 ug, 50 pmol/L Oligo (dT) 5/49 1 uL, 5 xM- 
MLV buffer 10 uL, 10 mmol/L each dNTP 2.5 uL, 
40 U/pL RNase Inhibitor 0.5 pL, 200 U/uL M-MLV 
1 pl; 42 反应 1h。 
1.3.2 快速 扩 增 cDNA Ag ( 5’ 3’ RACE): 以 晴 
het EE it 4> J AE H i Cm1-MMP ( GenBank accession 
no. : AM295305, AM295306 ) KY 4% F BR Fe i), 用 
blast 程序 检索 家 看 EST JE, 得 到 一 条 同 源 性 高 的 
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EST 序列 (BP120681) ;再 以 这 条 EST 序列 , 用 blast 
程序 检索 家 和 看 EST JE, 将 检索 到 的 EST 序列 用 
DNASTAR 进行 电子 延伸 。 根 据 电 子 延 伸 结 采 设计 
2 条 特异 性 引物 通过 5” RACE 扩 增 家 看 基质 金属 蛋 
日 酶 的 5 sig. PHS’ RACE 的 第 1 轮 引 物 为 
MMPS ' racel: 5’-TGGGCATCACCTCCATACACC-3’ ; 
第 2 轮 引 物 为 MMPS'race2: 5'-CCGTGCTCGCCTTTC 
TCAAACCTA-3'。 根 据 结果 设计 3 条 特异 性 引物 ， 
通过 3’RACE 扩 增 3' 端 。3 条 引物 分 别 为 : MMP3’ 
5’-TGGGTCTCTCACACAGCGATGTAAG-3’ ; 
MMP3'race2: 5’-ACACAGCGATGTAAGATCCGCATT 
G-3' ;3’race3 : 5’-TGGTTACGATCCTGCTTTCCAACT 
C-3’, 3’ RACE 的 cDNA 3 —## 4 MK, 37 Sg FE 
Oligo dT 引物 为 3Race-dT: 5’-CAAGCACAGATCCTG 
ACACTATCGTACAC(T) 4-3’; 451, 2, 3 HMR 
义 引 物 都 为 3Race-M: 5’-CAAGCACAGATCCTGACA 
CTATCGTACAC-3 , 

PCR 产物 经 1% 琢 脂 糖 凝 胶 电泳 检测 , 将 目的 
条 市 割 胶 回 收 纯化 , 与 pMD19-T 载体 连接 , 对 阳性 
克隆 进行 质粒 抽 提 和 酶 切 鉴 定 , 送 上 海 生 工 生 物 工 
程 技 术 服 务 有 限 公司 测序 。 
1.3.3 RT-PCR: 根据 3' 和 5' 问 序列 的 测序 结果 设 
tt RT-PCR 的 引物 为 Pl: 5’-TCACATACGGTGCTTG 
AACATA-3’, P2: 5’-GAGTCTTTTTTCTGTATGCAAA 
CA-3’, WARE 3 Ki cDNA AAA, RT-PCR 扩 
增 编码 区 序列 , 反应 条 件 : 94°C 预 变性 2 min, 94°C 
30 s, 58° 30 s, 72C 2 min, 进行 31 个 循环 , 最 后 
72°C 延伸 10 min, PCR 产物 用 1% GRAB BE aE Be E ik 
检测 , PCR 产物 的 回收 纯化 、 克 隆 、 质 粒 抽 提 、 酶 切 
鉴定 、 测 序 同方 法 1.3.2。 
1.3.4 生物 信息 学 分 析 : 通过 ExPASy (http: // 
www. expasy. org/) 4} Ht E H Jot oy F E PS E o 
DNA 序列 比 对 采用 DNAMAN 序列 分 析 软 件 , 同 源 
性 比 对 采用 ClustalX 1.8 软件 , 系统 进化 树 构 建 采 
用 MEGA4 软件 的 邻接 法 (NJ 法 )。 信 号 肽 预测 用 
Signal P3. O Server ( http: //www. cbs. dtu. dk/ 
services/SignalP ) 程序 进行 。 
1.3.5 Bm-MMP 的 原核 表达 : 根据 上 述 步 又 确定 
的 Bm-MMP-V1 编码 区 序列 , 设计 引物 并 引入 酶 切 
位 点 : EW: 5’-CTAGCTAGCAAAGTCTATGAAATG 
AGAAT-3’, Pi: 5’- CCCAAGCTTGTACAATGTTC 
AGGAACTC-3', 划 线 部 分 为 酶 切 位 点 。 经 过 PCR 


racel: 


反应 , 扩 增 出 目的 DNA Fr Ee, PCR 产物 经 纯化 后 ， 
通过 Nhe I Hind Il AE), 与 经 同样 酶 切 的 表达 载 
体 pET28a( + ) 连接。 

挑 取 酶 切 和 测序 正确 的 重组 质粒 pPET28-MMP ， 
转化 大 肠 杆 菌 BL21 感受 态 细 胞 。 同 时 以 含有 
pET28 的 BL21 和 空 菌 BL21 作对 照 。 经 IPTG HF 
后 , 制备 样品 , 备用 。 

1.3.6 Western blot 检测 Bm-MMP 的 表达 : SDS- 
PAGE 电泳 结束 后 , 首先 将 蛋白 从 SDS-PAGE R EFR 
移 到 NC RRE, 然后 用 封闭 液 (TBST + 3% BSA ) 封 
闭 2h, 接着 加 一 抗 (1:1 000) ,室温 孵育 1 h; TBST 
洗 4 次 , 每 次 5 min, 然后 加 入 HRP- 羊 抗 小 鼠 IgG 
(1:1 000), 室温 孵育 1 h; TBST 洗 膜 6 次 , 每 次 
5 min ,取出 膜 , 在 吸水 纸 上 吸 干 TBST, 将 杂交 膜 上 
滴 加 ECL 试剂 混合 液 , 直至 将 NC 膜 完全 和 覆盖 , 放置 
3 min; 取出 杂交 膜 用 保鲜 膜 包 好 并 于 X 光 片 上 曝光 
30 s EF, 然后 将 X 光 片 洗 片 , 观察 结果 。 

1.3.7 Bm-MMP 不 同 发 育 时 期 的 表达 分 析 : 以 4 
BIERS PER SBPI 天 至 第 6 天 及 5 龄 第 7 
FA IEA 12, 24, 36 和 48 h AeA miN 
及 化 师 后 第 2 KAA 10 头 的 总 RNA 为 横 板 , 以 家 
# Actin3 作为 内 参 基 因 , 通过 半 和 定量 RT-PCR 方法 
进行 检测 。 内 参 引 物 为 ABR: 5’- GGGCGAGACGTG 
TGATTTCCT-3’ 和 A3F: 5’- AACACCCCGTCCTGCTC 
ACTG -3'。 针 对 Bm-MMP 设计 的 跨 选择 性 剪 切 位 
点 的 特异 性 引物 为 X1: 5'-ACCTACCCGAAGCCTTT 
GTC-3’ 和 X2: GAACTCTCCACCGAGGCTATT-3’ , 
PCR 产物 用 1.2% Se HB a Bee HBS LK EN. RU He I 
3 次 。 

1.3.8 LPS 诱导 后 Bm-MMP 在 血液 中 的 表达 分 
析 : 于 家 番 腹 部 节 间 膜 ,用 微量 注射 器 给 每 头 $ 龄 
第 3 RÆ HO uL LPS( 用 150 mmol/L 生理 盐 
水 溶解 , 终 浓 度 为 1 mg/mL), 分别 在 注射 后 3，6， 
12 和 24 h 剪断 其 第 4 腹 足 取 血 液 样品 ,以 注射 10 
pL 生理 盐水 的 5 龄 第 3 天 家 看 作为 对 照 组 。 每 组 
处 理 10 头 家 看 。 半 定量 RT-PCR 同方 法 1.3.7, 重 
复 3 次 。 


2 结果 与 分 析 
2.1 Bm-MMP cDNA 的 克隆 及 序列 分 析 


根据 电子 延伸 结果 设计 Bm-MMP 特异 性 引物 ， 
用 RACE 技术 扩 增 得 到 该 基因 的 3' 和 5’' cDNA 末端 
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(图 1: A, B)。 根 据 5'、3' 两 端 序 列 的 测序 结果 设 
计 引 物 ， RT-PCR 方法 扩 增 得 到 Bm-MMP 的 编码 区 
序列 (图 1: C)。 将 PCR 产物 进行 T-A SoBe, MBE 


bp 


2 230 
1 300 
1 000 





A 
图 1 Bm-MMP 3'-RACE(A) 5'-RACE(B) 和 RT-PCR(C) 扩 增 结果 
Fig. 1 Amplification products of 3’-RACE (A), 5’-RACE (B) and coding region of Bm-MMP cDNA (C) 
M: DNA 分 子 量 标准 DNA molecular weight marker; 1 -3: 3'-RACE 第 1,2 ,3 # PCR 产物 The first, second, third run product of 3’-RACE. 箭头 指 
示 扩 增 出 的 目的 基因 片段 The arrows indicate the DNA bands of interest. 


对 测序 所 得 的 5 末端 3 末端 和 编码 区 的 核 苷 酸 
序列 进行 拼接 , 得 到 Bm-MMP 的 全 长 cDNA 序列 。 
Bm-MMP-VI1 的 长 度 为 2 257 bp(GCenBank 登录 号 : 
EU496376) 。 经 NCBI 在 线 分 析 , 该 全 长 cDNA 序列 
包括 一 个 1 686 bp 的 开放 阅读 框 (ORF ) , 5’ sig BY 
485 bp 非 翻 译 区 (UTR) , 3’% 74 bp 非 翻 译 区 以 及 包 
括 12 bp 的 polyA 尾巴 。 预 测 的 蛋白 质 含 有 561 MA 
基 酸 残 基 及 该 重 日 质 分 子 量 (MW ) 为 62.3 kD、 等 电 
(pI) X 8.44, 4-24 Bm-MMP-V2( GenBank 登 
录 号 : EU496377) , 其 cDNA 长 度 为 2 188 bp, 包括 一 
个 1617 bp 的 ORF, 5's AY 485 bp UTR, 3 sig 74 bp 
UTR 以 及 包括 12 bp 的 polyA 尾巴 。 预 测 该 生日 质 合 
有 538 FAERIE, 分 子 量 为 59.9 kD, FEAN 
9. 13 。 

Bm-MMP 的 这 两 种 选择 性 剪 切 变 体 都 具有 基 
质 金属 重 日 酶 该 家 族 的 典型 结构 特征 (图 2) ,推测 
Bm-MMP 的 氨基 酸 序列 的 N 端 含有 42 个 氮 基 酸 残 
基 的 信号 肽 序列 。 除 了 信号 肽 序列 , 分 为 4 部 分 : 
BURKE, 含有 一 个 PRCGVRD 序列 为 半 胱 氨 酸 开 
K, 与 酶 原 被 激活 有 关 ; 众 化 区 , 存在 一 个 保守 的 
序列 HEFGHSLGLSHS, 是 催化 活性 中 心 , 其 中 含有 
3 个 组 氮 酸 残 基 ( 大 写字 母 H 代表 ) , 是 Zn “结合 
部 位 , AZAR IRE ( KG FRE ERR) ATE DLR 
HER, MEK SAMAR aA EA KZA, 
以 1 个 一 硫 键 (-S-S-) 与 类 血红 素 结合 蛋白 区 未 端 





选 的 多 个 阳性 克隆 中 发 现存 在 两 个 不 同 大 小 的 序 
列 , 是 该 基因 的 选择 性 剪 切 的 两 个 变 体 , 分 别 命名 
为 Bm-MMP-V1 和 Bm-MMP-V2。 





才 基 酸 残 其 相连 ; 血红 素 重 日 类 似 区 , 含有 4 个 重 
复 序列 ,与 血红 素 结合 重 日 有 较 弱 的 同 源 性 ,此 区 
的 作用 可 能 与 MMPs 底 物 特异 性 有 关 。Bm-MMP- 
V2 的 编码 区 序列 比 Bm-MMP-V1 的 编码 区 序列 缺少 
69 STIR, 其余 核 苷 酸 序列 相似 性 为 100% 。 
2.2 Bm-MMP 基因 结构 分 析 

用 Sim4 程序 (http: //pbil. univ-lyon1. fr/sim4. 
php) Xf Bm-MMP 基因 的 外 显 子 /内 含 子 结构 进行 分 
W, 表明 该 基因 具有 12 个 内 合子 (图 3),， 且 外 显 
子 / 内 含 子 边界 均 符合 GT-AG 规则 。 起 始 密码 子 位 
于 第 2 外 显 子 上 , 前 肽 区 由 第 2 外 显 子 部 分 序列 、 
第 3 外 显 子 和 第 4 外 显 子 大 部 分 序列 共同 编码 , HEE 
化 区 域 则 包括 第 4 外 显 子 部 分 序列 和 第 5, 6, 7, 8 
外 显 子 全 部 序列 。 选 择 性 剪 切 位 点 位 于 第 12 外 显 
FE, 在 12 外 显 子 的 靠近 末端 处 开始 剪 切 , 造成 了 
Bm-MMP-V2 比 Bm-MMP-V1 在 12 外 显 子 上 缺失 了 
一 段 69 个 核 苷 酸 的 序列 。 
2.3 家 等 与 其 他 物种 的 MMPs 同 源 性 比 对 

应 用 CLUSTAL X 软件 , 将 Bm-MMP 与 其 他 物 
种 的 MMPs 的 氨基 酸 序 列 进行 同 源 性 比 对 (图 4)。 
结果 表明 ,Bm-MMP-V1 和 Bm-MMP-V2 编码 区 域 的 
推导 氨基 酸 均 与 已 知 蜡 坚 的 MMPs 氨基 酸 序列 同 源 
性 最 高 , 均 达 88. 8% ;它们 与 黑 膜 果 Dm1-MMP 
的 氨基 酸 序列 同 源 性 分 别 为 61.2% 和 64.3% ;而 与 
人 类 的 MMP19 的 氨基 酸 序列 同 源 性 较 低 , 分 别 为 
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cactcattcaaacttgc 
geectgcegtaggtcgetgtcacagagtggcgccacgatcgcagtcttccccgctacgcgatctcatacacattttctt 
tgaaatttcgtgcaattgcaaagaaaaaagtgaatacgecgcgaaacattcggtgacttattggetgccttgtgatttat 
getttttttttacatagactcattttttattattattattattattatcaagatcaacttcttcgatattaataaagaa 
ggacetgatcecgettagtgattcgaagatttcgacgecttcgactaagaaggattgcgtttgtcaacgaagcaataaca 
acattacagaaatcatcacatacggtgcttgaacatatcgacaaattcatatcatttttagacaattttaactcaatt 


atcaagtatttagataaagagtaatgtaattatatcctccaagtttttttttgataacgataaaataaagtctatgaa 
atgagaataat taagaatacgaaaggaatttcaaggggcattatggcaatgatgactat gagggecggcttgaggatt 


M R I rT KN TKGIsSs Rk GIMAMM©MTMRGGLRI 
ctatggacggt ggcggctgccegagtcttactcacgaggagtagcgccgctccaaccttcggtactacagataaggcg 
LWTVAAAGVYLLTRS S AGA, P TF GT TOD KA 
acgatgtatttagcacagtacggttat ttaagtccatcagtaaggaatcct tcgagtggacacattatggatgagagc 
T MY L AQ Y GY LS PS V RN PS S GH IM D €E S$ 
tcgtggaggagagccattgccgaatttcagagcttcgectggtcttaatgctacgggtgaactggatgaccaaacgaac 
S W R R A I A E F QS F AG YL NA TG E LOD DQ TN 
gaaatgatgtcattgccaa tetgeagttagagataaagtagecttcggagagagtcgtgccaaaagatacgcattg 
EMM SL. K VG FG ES RAK RiYA L 
Caagggtcaagatggcgtg gacg aagatatccaagtacccatcaagactgaatcgcgccgaagtc 
Q GS KR WR WV K N LT Y K IS K Y PS RK LN RA E VY 
gatgctgagcttgccaaagccttctccgtctggtctgactacacggatcttactttcacacaaaagagatccggtcaa 
DA E L A K A F Ss V WS DY TOD iL T F iT Q K RS G Q 
gtccacatagaaattaggetttgagaaagecgagcacggtgacggagatccttttgatggtccaggaggcaccctcgcc 
V H IE I R F E K G E HG DG DP F DG PG GG T L A 
Cacgcttatttcccggtgtatggaggtgatgcccattttgatgacgctgagatgtggtccatcaattcccgtagagga 
H A Y F PV Y GG DA HF DOD A EM WS I NS R AR G 
actaatcttttccaggtagcagcgcatgagtttggtcactcgctgggtctctcacacagcgatgtaagatccgcattg 
T N L F QV A A H CG ) F G HS LGLSHSDVRSAL 
akggcgccgttttatcgtggttacgatcctgctttccaactcgatcaggacgacgtccaaggaattcagtcgctttat 
A P F Y RG Y DP A FQ LL DQ DD DVQAG I Q Ss L Y 
ggccacaagacccagacagacattggtggcggtggcggcggactgataccttecgttcctcgagcgaccacgcagcag 
cia KT Q@ TD 16 G 6G Ge LP Bly PRATT QQ 
ccgtcagctgaggatccggctctctgcgctgatcctcgtgttgatactatctttaattctgccgacggttcgactttt 
P SJA EDP AGL.C ADP RVODTIFNSADGSTF 
gtattcaaagecgatcattactggaggectaactgaagatgecetagcggectggegtacccgcgtcttatttcccgagcc 
V F KG DH ¥Y WR LTE DG VA A G Y PRL IS R A 
tgecctggtctacccggaaacattgat gcagcatttacctacaagaacggcaagacttacttctttaaggectcgaag 
WP GL PG NN IODA A F TY K NG K T Y F F K G S Kk 
tactggaggetacaatggecagaagatggacggggattaccccaaggatattagtgaaggcttcaccggtatcccagat 
Y WV RY NG Q Kk M DG DY PK DIS E G F T G I P OD 
aacctagatgcggctttggtttggtccggcaatggcaagatctatttctacaagggctcgaaattctggcgatttgac 
N L DA AL V WS GN GK I Y F Y K GS Kk F W R F OD 
cctgcacaacggcctcccgetgaaagctacctacccgaagcctttgtctaactgggatggaatacctgataacatcgac 
P A QR PP V K A T Y P K PL S NW DG I P DN IT OD 
gccgccttgcagtacactaacggatacacctacttcttcaaggggggatcatactggagattcaacgacagattgttc 
A A LQ Y T NG Y T Y F F K GGS Y WR F ND RL F 
agcgtggacacagacaaccctcagttcccgecgttcaaccgecettctggtggttggectgcagcagcgcgccecgscggc 
S V DT DN P QF PRS TA F WWOL Oe gs Ss A PR G 
accgtcggagetaacgctcgactatcagacgacactgttcctgccgatgacgacgtcggggacattaccttcgacgca 
T V G GN A RL SS DOD T VP A DD iD iVGisOD I iT F OOD A 
getgtaaaatcatccgctcccagatcattcttctggttcaggaaatagcctcggtggagagttcctgaacattgtaca 








G V K S S A P RS F F W F R K - 
tataatgtttgcatacagaaaaaagactcaattagt tacatagcaaaaaaaaaaaa 


图 2 Bm-MMP 的 cDNA 序列 及 推导 的 氨基 酸 序 列 
Fig. 2 cDNA sequence and deduced amino acid sequence of Bm-MMP 
明 影 部 分 为 半 胱 氨 酸 开关 。 方 框 中 的 序列 为 推断 的 激活 序列 。 双 下 划 线 标记 的 序列 为 催化 区 Zn? 结合 区 。 圆 圈 标 识 为 催化 活性 位 点 。 三 角形 
框 内 的 甲 硫 氨 酸 , 是 metzincins 典型 的 特征 。 双 线 框 表示 的 两 个 “S ”构成 二 硫 键 。 下 划 线 标记 的 氨基 酸 序 列 为 家 看 Bm-MMP 的 cDNA 序列 选择 性 
剪 切 部 分 。 预 测 的 信号 肽 、 前 肽 区 、 催 化 区 、 贸 链 区 、 血 红 素 蛋白 类 似 区 都 用 竖 线 隔 开 。I: 信号 肽 ;I: 前 肽 区 ; 亚 : 催化 区 ;K : BORER ; V: 血红 素 重 
白 类 似 区 。The cysteine switch is shaded. The putative activation sequence is boxed. Catalytic zinc-binding region is double-underlined. The catalytically 
active glutamic acid is marked by a circle. The methionine, a typical feature of metzincins, is indicated by a triangle. -S-S- is double-boxed. Alternative 
splices of Bm-MMP is underlined. The predicted signal peptide, prosequence, catalytic domain, hinge region, and hemopexin-like domain are indicated by 


vertical dashed line. I: Signal peptide; II: Propeptide; III: Catalytic domain; IV: Hinge region; V: Hemopexin-like domain. 
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选择 性 剪 切 位 点 


The site of alternative splices 
ATG TAG 


图 3 Bm-MMP 基因 结构 
Fig. 3 The gene structure of Bm-MMP 


方 框 表示 外 显 子 , 横 线 表 示 内 含 子 ;选择 性 剪 切 位 点 用 长 箭头 标示 。Exons are boxed, and transverse lines indicate introns; the longer arrow 
indicate the site of alternative splice. ATG: #2493445 Initiation codon; TAG: 终止 密码 子 Termination codon. 
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图 4 ”家 看 与 其 他 物种 MMPs 的 氨基 酸 序列 比 对 
Fig. 4 Comparison of the deduced amino acid sequences of Bm-MMP and other MMPs 
Bm-MMP-V1: ZÆ Bombyx mori, NM_001123027( GenBank 登录 号 GenBenk auession no. ) ; Bm-MMP-V2: ZZ Bombyx mori, NM_001123028 ; Gm- 
MMP1-ifl : #4 Galleria mellonella, AM295305;Dm-MMP1-VA: Æ JA Riẹ Drosophila melanogaster, AF271666;Hs-MMP19: 人 类 Homo sapiens, 
AY706993. 黑色 阴影 表示 保守 性 极 高 的 残 基 位 点 ;灰色 阴影 表示 保守 性 较 高 的 残 基 位 点 ;缺失 位 点 由 点 代替 。Identical amino acids are shaded 


in black; amino acids with higher similarity are shaded in grey; gaps are indicated by dots. 
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34.0% 和 33.4% 。 分 析 结 果 还 显示 , 这 几 个 物种 的 
MMPs 的 氨基 酸 序 列 在 催化 区 域 同 源 性 最 高 、 最 为 
保守 。 其 中 , 家 大 、 蜡 蝶 、 果 晶 在 催化 区 域 形 成 催化 
活性 中 心 的 12 个 氨基 酸 序 列 (HEFGHSLGLSHS ) 完 
全 保守 。 
2.4 ”家 看 与 其 他 物种 的 MMPs 系统 进化 树 分 析 
采用 邻接 法 (NJ 法 ) 对 家 看 B. mori, HF HE G. 
mellonella $ jig Ri D. melanogaster 及 人 类 Homo 
sapiens 的 MMPs 氨基 酸 序列 构建 系统 进化 树 (图 
5 ) 。 进 化 分 析 表 明 , 家 看 与 蜡 蜡 从 类 在 一 起 , 说明 
属于 同一 目 昆 虫 的 MMPs 大 体 上 聚 类 在 一 起 。 这 二 
者 聚 为 一 类 后 ,与 黑 腹 果 晶 的 Dml-MMP 聚 在 一 
起 , Ze HA Oe Ae A A AR FR A AY Dml-MMP, H 8 FY 
MMPs 同 源 性 较 近 , 而且 它们 都 属于 MMPs 的 第 二 
类 , 即 明 胶 酶 类 或 IV 型 胶原 酶 类 。 黑 腹 有 果 蝇 的 
Dm1-MMP 与 Dm2-MMP 关系 较 远 ，Dm2-MMP 与 人 
类 的 MMP25 、MMP17 聚 在 一 起 ,属于 MMPs 的 第 四 
XR, 腊 型 -MMPs, 这 表明 同一 物种 的 MMPs 同 源 性 
由 于 属于 MMPs 家 族 中 不 同类 型 造成 的 差异 较 大 。 


100; Bm-MMP-V1 
Bm-MMP-V2 
Gm-mmp1-if1 
100! Gm-mmp1-1f2 
Dm-Mmp1 


EE 
90 Hs-MMP19 
Dm-Mmp2 


Hs-MMP25 
100 Hs-MMP17 













0.1 
图 5 邻接 法 构建 的 家 看 及 其 他 物种 MMPs 的 系统 树 
Fig. 9 Phylogenetic tree of the deduced amino acid sequences 
of MMPs constructed with the neighbor-joining method 
Bm-MMP-V1: 44 Bombyx mori, NM_001123027 ( GenBank 登录 号 
GenBank accession no. ); Bm-MMP-V2: 3% Æ Bombyx mori, NM _ 
001123028; Gm-mmp1 -ifl : FH Galleria mellonella, AM295305; Gm- 
mmp1-if2: i Galleria mellonella, AM295306; Dm-Mmp1 : 黑 腹 果 蝇 
Drosophila melanogaster, AF271666; Dm-Mmp2: 52 ff $24 Drosophila 
melanogaster, AJ289232; Hs-MMP17: 人 类 Homo sapiens, AB021225 ; 
Hs-MMP25: 人 类 Homo sapiens, AF185270; Hs-MMP28: 人 类 Homo 
sapiens, AF315683; Hs-MMP19: 人 类 Homo sapiens, AY706993, 分 


支 上 的 数字 表示 1 000 次 重复 的 引导 值 。The number above each 
branch indicates the bootstrap value of 1 000 replicates. 


2.5 Bm-MMP 在 大 肠 杆菌 中 的 表达 

将 测序 鉴定 正确 的 Bm-MMP-VI 编码 区 序列 连 
接 到 表达 载体 pET28a( + ) ,将 获得 的 pET28-MMP 
转化 大 肠 杆菌 BL21, AIPTC 诱导 后 , 发 现 诱导 2h 


开始 苗 液 逐渐 变 澄清 , 这 一 现象 表明 表达 的 和 蛋白 具 
7A AK TE HE. SDS-PAGE 检测 发 现 ，BL21 
经 IPTG 诱导 后 含 pET28-MMP 的 比 含 空 载 体 和 空 
BL21 菌 多 一 条 62 kD 左右 的 蛋 日 质 条 之 (图 6: 
A), 该 条 市 的 大 小 与 分 析 的 Bm-MMP-VI 蛋白 的 相 
对 分 子 质量 大 小 符合 , 说明 Bm-MMP-V1 在 大 肠 杆 
菌 中 得 到 了 表达 。 为 了 进一步 证 明 该 基因 得 到 了 表 
达 , 进行 了 Western blot 分 析 。 结 果 表 明 pET28- 
MMP 经 IPTG 诱导 产生 的 蛋 日 条 市 与 抗 His 抗体 发 
生 很 强 的 免疫 反应 ,表明 带 有 6 x His Waka eA 
得 到 了 表达 (图 6: B), 而 其 他 的 对 照 组 则 没有 相 
应 的 特异 性 条 带 。 





B 
图 6 Bm-MMP 在 大 肠 杆 菌 BL21 中 表达 的 
SDS-PAGE 分 析 (A) 和 Western blot 检测 (B) 
Fig. 6 SDS-PAGE (A) and Western blot (B) analysis of 
Bm-MMP expression in Escherichia coli BL21 
M: 和 蛋白 质 标 准 分 子 量 Protein standard molecular weight markers; 1: 
IPTG 诱导 的 空 BL21 菌 IPTG-induced BL21; 2: IPTG 诱导 的 空 载体 
IPTG-induced BL21 harboring empty vector pET28a; 3: IPTG 诱导 的 含 
pET28-MMP 的 BL21 fa IPTG-induced BL21 harboring pET28-MMP. 


2.6 Bm-MMP 在 不 同 发 育 时 期 的 表达 差异 性 
利用 半 和 定量 RT-PCR, 分 析 Bm-MMP 的 两 个 选 
择 性 前 切 变 体 Bm-MMP-V1 和 Bm-MMP-V2 在 家 等 
不 同 发 育 时 期 的 表达 情况 (图 7)。 结 果 显 示 , 这 两 
个 变 体 在 4 龄 眠 不 至 5 龄 第 7 天 熟 看 发 育 阶段 的 表 
达 量 呈现 先 从 高 到 低 , 后 从 低 逐 渐 升 高 的 趋势 (图 
7)。 其 中 Bm-MMP-V1 和 Bm-MMP-V2 X 4 HS HR ZE 
的 表达 量 最 高 , 分 别 是 5 龄 第 3 天 表达 量 的 38 倍 
和 36 售 左 右 , 在 5 龄 第 7 天 熟 素 期 的 表达 量 是 第 3 
天 的 10 倍 左右 。 在 熟 看 至 化 肾 后 2 d 的 变态 发 育 
过 程 中 , 这 两 个 变 体 在 吐 丝 后 36 和 48 h KMH 
的 表达 量 较 高 。 其 中 ，Bm-MMP-VI 在 吐 丝 后 48 h 
和 预 肾 期 的 表达 量 最 高 ， 是 熟 在 期 表达 量 的 4.5 倍 
左右 ;Bm-MMP-V2 在 吐 丝 后 36 h 的 表达 量 最 高 , 是 
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he HK) 3.7 倍 左右 。Bm-MMP-J 和 Bm-MMP-V2 
REEERE 2 天 开始 降低 。 


6 —e— Bm-MMP-V1 


—O— Bm-MMP-V2 





相对 表达 量 
Relative expression level 
oF N W A ù 


1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 


不 同 发 育 阶段 


Different developmental stages 
图 7 Bm-MMP 在 家 看 不 同 发 育 时 期 的 表达 谱 
Fig. 7 Expression profile of Bm-MMP at different 
developmental stages in Bombyx mori 
以 9 为 标准 量 (1.00) 计 算出 其 他 发 育 时 期 Bm-MMP 的 相对 量 并 作 
Klo Setting 9 as the strandard quantity (1.00), then the relative 
expression of Bm-MMP at the other developmental stages was determined. 
1: 4 #SHR4 4th-instar moulting larva; 2: 5 龄 起 看 Newly moulted 5th- 
instar larva; 3: 5 #38 1 天 (Sth-instar 1st day larva); 4: 5 龄 第 2 天 
(Sth-instar 2nd day larva); 5: 5 龄 第 3 天 (Sth-instar 3rd day larva) ; 
6: 5 龄 第 4 天 (Sth-instar 4th day larva) ; 7: 5 龄 第 9 天 (Sth-instar 5th 
day larva); 8: 5 龄 第 6 天 (Sth-instar 6th day larva); 9: 5 WE 
5th-instar mature larva; 10: 吐 丝 后 12 h (12 h after wandering) ; 11: 
吐 丝 后 24 h (24 h after wandering); 12: 1b 24 JR 36 h (36 h after 
wandering); 13: 吐 丝 后 48 h (48 h after wandering); 14: fit $Ñ 
Prepupa; 15: 化 师 后 2 d (2 d post pupation). 


2.7 LPS 刺激 后 Bm-MMP 在 血液 中 的 表达 

利用 半 和 定量 RT-PCR, 分 析 Bm-MMP 的 两 个 选 
择 性 剪 切 变 体 在 LPS 诱导 5 龄 第 3 天 幼虫 血液 中 的 
表达 情况 。 结 果 显 示 , Bm-MMP-V1 和 Bm-MMP-V2 
在 LPS 诱导 后 的 6 h 表达 量 达 到 最 高 , 在 12 和 24 h 
的 表达 量 逐 渐 降 低 , 而 且 这 两 个 变 体 在 诱导 后 的 不 
同时 间 里 血液 中 表达 量 基本 一 致 (图 8)。LPS 诱导 
3 h 后 比 生 理 盐 水 诱导 3 h 后 的 表达 量 明 显 升 高 ， 
注射 LPS 12 h 后 比 注射 生理 盐水 12 h 后 的 表达 量 
也 明显 升 高 (未 在 图 中 显示 )。 


3 讨论 


MMPs 是 蛋 日 水 解 酶 中 的 一 类 , 其 基本 的 生理 
功能 是 能 够 降解 基底 腊 和 细胞 外 基质 中 的 和 蛋白质， 
参与 组 织 重 构 (Gross and Lapiere，1962 ) 。 本 研究 
通过 RT-PCR 和 RACE 等 方法 克隆 了 家 看 中 第 一 个 
基质 金属 和 蛋 日 酶 cDNA 序列 (Bm-MMP) 。 克 隆 过 程 
中 发 现 了 Bm-MMP mRNA 的 两 个 选择 性 剪 切 变 体 ， 


bp M 1 2 3 4 5 
500 





图 8 LPS 诱导 不 同时 间 后 家 和 蛋 5 龄 第 3 天 幼虫 
血液 内 Bm-MMP 的 表达 

Fig. 8 The time-course expression of Bm-MMP in haemlymph 
in the Day 3 of 5th instar larva after LPS induction 

M: DNA 分 子 量 标准 物 (DNA marker); 1; 生理 盐水 刺激 3 h (3 h 

post saline challenge) ; 2; LPS 刺激 3 h (3 h post LPS challenge) ; 3: 

LPS 刺激 6 h (6 h post LPS challenge) ; 4; LPS 刺激 12 h (12 h post 

LPS challenge) ; 5; LPS 刺激 24 h (24 h post LPS challenge). 


HMAF WAREK, 推测 该 区 域 可 能 与 
作用 底 物 有 关 。 这 与 果 晶 Dml-MMP 的 剪 切 方式 一 
致 (Liano et al., 2000), HER HJ Gml-MMP 中 也 存 
在 选择 性 剪 切 (Altincicek and Vilcinskas, 2008) , 但 
EEN MUM AMT BEEK AEA BY UK 
HERJAR? 在 其 他 物种 的 MMPs 中 是 
否 也 存在 选择 性 剪 切 方式 ? 这 些 仍 有 竺 今后 进一步 
证 实 。 

去 基 酸 序列 同 源 性 分 析 显 示 ，Bm-MMP 5 ie it 
Gml-MMP 的 氨基 酸 序列 同 源 性 最 高 ; 其 次 与 黑 腹 
Rig Dml-MMP 的 氨基 酸 序列 同 源 性 较 高 ， 而 与 
Dm2-MMP 的 同 源 性 较 低 仅 为 31.0% 和 32.0% ,这 
可 能 与 它们 属于 MMPs 家 族 中 不 同 的 类 型 有 关 。 多 
序列 比 对 还 显示 , 催化 区 域 的 氨 基 酸 序列 具有 较 高 
的 同 源 性 和 进化 上 的 保守 性 。 进 化 分 析 表 明 , 由 于 
家 和 在 与 虹 虹 同属 于 鳞 翅 目 昆 虫 , 所 以 它们 之 间 的 类 
缘 关 系 最 近 , 分 布 在 同一 文 上 , 再 与 黑 腹 有 果 蝇 Dml- 
MMP 紧密 地 聚 在 一 起 。 这 三 者 属于 MMPs 家 族 的 
第 二 类 (区 型 胶原 酶 类 ) , 表明 MMPs 家 族 的 同一 类 
型 在 序列 上 具有 较 高 的 同 源 性 。 而 黑 腹 有 果 晶 Dm2- 
MMP 与 人 类 的 MMP17 和 MMP25 紧密 的 聚 在 一 起 ， 
属于 膜 型 -MMPs 类 。 这 说 明 属 于 MMPs 家 族 中 同一 
种 类 型 的 MMPs 聚 类 在 一 起 (Park et al., 2000; Uría 
and Lépez-Otin, ，2000 ) 。 

刺激 5 龄 第 3 天 幼虫 后 ,血液 中 Bm-MMP-V1 
和 Bm-MMP-V2 的 表达 量 明 显 升 高 。 而 且 在 6 h 达 
到 最 高 ， 其 中 Bm-MMP-V1 经 LPS 刺激 后 6 h 的 表 
达 量 是 3 h 的 3 倍 左右 ; Bm-MMP-V2 在 LPS 刺激 后 
6 h 的 表达 量 是 3 h 表达 量 的 2.8 倍 左右 ,6 h 后 它 
们 的 表达 量 均 开 始 逐 渐 降 低 。 在 LPS a E 
的 血液 与 脂肪 体 中 Gm1-MMP 的 表达 量 与 未 经 刺激 


RS 


4 期 ERES: 家 乍 基质 金属 蛋白 酶 基因 Bm-MMP 的 克隆 、 序 列 分 析 及 表达 人 研究 361 


的 相 比 也 明显 升 高 (Altincicek and Vilcinskas, 
2008 ) 。 推 测 家 看 的 MMPs 与 免疫 应 答 有 关 。 

对 家 看 不 同 发 育 时 期 Bm-MMP 的 表达 情况 分 
析 发 现 ，Bm-MMP-VI 和 Bm-MMP-V2 在 不 同 发 育 阶 
段 都 有 表达 。 其 中 在 4 URI AES RERS BAR, 
吐 丝 后 36 和 48 h、 预 肾 期 的 表达 量 较 5 龄 中 食 期 的 
明显 升 高 。 这 与 它 是 一 种 广泛 存在 的 香 日 水 解 酶 性 
质 相 符 , 在 晓 皮 变态 过 程 中 , 某 些 旧 组 织 咒 官 发 生 
解 离 ， 新 组 织 器 官 形 成 ,该 过 程 中 蛋白 降解 速率 较 
其 他 时 期 快 ， Bm-MMP 在 这 些 时 期 的 表达 量 明 显 升 
高 ;在 化 晴 后 第 2 天 旧 表 皮 组 织 等 发 生 解 离 接近 尾 
Fa, 所 以 在 该 时 期 Bm-MMP 的 表达 量 开 始 降低 。 
因此 , 推测 该 基因 与 家 看 赔 皮 变态 发 育 时 期 发 生 组 
织 重 构 时 的 蛋 日 降解 有 关 。 这 与 蜡 坚 的 Gm1-MMP 
参与 变态 发 育 过 程 中 的 组 织 重 构 ( Altincicek and 
Vilcinskas, 2008) 的 绪论 是 一 致 的 。 此 外 , 在 这 些 
发 育 时 期 Bm-MMP-V1 比 Bm-MMP-V2 的 表达 量 高 ， 
FY RE- PA PP PEE By DI SUR EAL a A Ta a 
的 差异 有 关 。 

H Gross 和 Lapiere (1962 ) 首先 发 现 第 一 种 间 
质 胶 原 酶 并 命名 为 MMP-1 以 来 , KEKR MMPs 被 
发 现 分离、 纯化 及 测序 , 并 形成 了 MMPs Kiko H 
前 脊椎 动物 的 MMPs 有 24 种 左右 (Page-McCaw， 
2008), 昆虫 中 有 3 种 , 其 中 采 蝇 2 种 , 在 早晨 中 元 
隆 到 1 种 。 本 研究 克隆 得 到 家 看 的 1 种 MMP, 这 是 
昆虫 中 第 4 个 MMP, 我 们 分 析 了 其 基因 在 不 同 发 育 
阶段 的 表达 差异 , 并 且 其 蛋白 也 在 大 肠 杆菌 中 成 功 
表达 。 这 为 进一步 研究 Bm-MMP 在 家 看 中 的 作用 
DL iil] SLE T FEA. 
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